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! INTRA MOLE CUL.ARLy CROSSLINKED INSLLINS - 

I WITH. REDUCED IMMUNOGENIC! TY ASD PROLONGED 

I ACTIVITY.. 



NEW 



IntramolecuUrlv crosslinked insulins of formula (I): 



HN-Gly 



.A-chain 



(1) 



Lys 



.B-chain 



OC 



NH 
CO 



B4-B2D, B12-H5. BIZ-MIO, 



24 



(where X is a to S-membered alkyiene group opt. 
interrupted by 1 or more O-atoms or NH groups). 

ADVANTAGES USE 

The new derivs, are less immunogenic and longer- 
acting than insulin. They can be used in the form of iso- 
or hypo-tonic solns. of ca. 40 lU/mL as hypoglycaeniic 
agents for the treatment of diabetes. 

PREPARATION 

(I) are prepd. by reacting insulin with appropriate 
dicarboxylic acid derivs. (e.g. di-N -hydroxy succinimide 
esters* di -p-nitrophenyl esters. bi3(alkoxycarbonyl 
anhydrides), dihalides etc.) or with alkAnediisocyanates. 
The reaction is generally carried out in high dilution in 
a polar solvent, esp. dimethylformamide, dimethyl sul- 
phoxide or hexamethylphosphortriamide. in the presence 
of a tert. amine such as NEtj or N-ethylmorpholine. The 
product can be purified by usual methods of peptide 
chemistry, e.g. chromatography on 'Sephadex' (R.T.M.) 
or ion - exchangers , carrier-free electrophoresis or coun- 
ter-current distribution. 

Contd 4889 3U 



EXAMPLE 

novir.e insuhr 1.004 gi ir. di methylformamiUc 
■ 1000 ml. IS treated with \Zi ^ t 3f 3 jil) and succinic arid 
bis - succ.r.imide rsrer 'h~.6 mg). After standing 1 => hrs. 

roor:-. temp.. di:i^r 1 1 a i :o nnamidc is distilled off n. 
\acuo ar.d the residue dialyscd against O.OI-M ammonium 
hydroxide soln. and f reeze - dried . then chromatographed 
on DEAE-'Sfg^adex* in T-M urea buffer to give 
Cly*^ - £-Lvs o^*^' .Succmo\ t-insulin (SJimg). 
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Intrajnolekular vernetste Insulinderivate 



Die Erfindtrng betrifft intramolekular vernetste Insulinderivatc 
\md Arzneimittel auf Basis dieser Insulinierivate sowie 
Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Die neuen Insulinderivate zeiclmen sich durch eine reduzierte 
immunogene WirkuBg (Stimulation der Bildung von Antikorpern) 
ixnd eine im Vergleich zum Insulin langer anhaltende "blutzucker- 
senkende V/irksamkeit auc. Aufgrund ihrer giinstigen biologischen 
Eigenschaften sind die neuen Insulinderivate fiir die Behandlunj]; 
des insulinpf lichtigen Diabetes besonders gut geeignet. 

Insulin ist als Honnon mit Proteincharakter nur parenteral 
applizierbar und hat dariiber hinaus nur eine kurze Halbwerts- 
zei^D. Zur therapeutischen Verwendung als Antidiabetikum warden 
daher Depotpraparate verwendet, die entweder durch Zusatz fremder 
Stoffe, wie zmn Beispiel Protamin oder Surf en ^ oder durch 
Uberfiihrxing in die Kriscallf onn, in der Insulin als Hexameres 
vorliegt, erhalten werden. 

Beide Formen des protahiert wirksamen Insulins haben den Nachteil, 
daB ixzunogene Eigenschaf t;en verstiirkt auftreten, indem die 
fremden Zusatze im Sirjne eines Adjuvans-Ef f ektes und die Kristall- 
:orni durch die GroBe dec Molekiils die immunogene Wirkung erhohen. 
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Man hat auch "Mono-Compound-Insu] in" bzw. "Sinnlc-rcak-Insulm" 
vorgeschlagen, die frei von adjuvanzartiG v;irkendnni Proinsulin 
sind. In dieser Form besitzt Insulin zwar eine geringere immuno- 
gene Wirknmg, cine Verlan[;crunG der biologischen Wirkimg ist 
aber auch hier nur durch Depotformen in6p:lich, wobei dann wieder 
die immunogencn Eigcnschnf ten verstarkt werdcn. 

AuLfgabe der Erfindung isL en, Insulinderivate zu entwickeln, 
die ohnc Zusatze eine langanhaltende biologische V/irkcamkeit 
aufweisen. 

Es vmrde nun gefunden, daf: intrar.olel'u ' ar vernetzte Insulin- 
derivare, bei donen die Ar.iinn^ravrr -lez Glycinrestes in Position 1 
der A-Kette und die r -/voiincgruppe dor lyjinrostes in Position 
der B-Kotte durch cine Kettc vcn ^ tis 10 Atr.jnen uberhriickt 
sind, keine oder nur ear:*- rer.r gcrir:nc Reduktion der biologir.chen 
Wirkung zeigen, abcr bereitn bei intravenoser Applikation eine 
2 bis mal langere Wirk'x^.gsdauer y:aben. Die Wirkungsdauer kann 
durch subcutane Applikation noch v-rlKngert werden. Da diese 
protBhier::e Wirkung o}\n^ die ubliohcn, die inLTmnogenen Eigen- 
schaften verstiirkendcn, Depocfornt'n erroicht wird, haben die 
erf indungsgeniafien Vcrbmdungcn r^egeniiber den handelsiiblichen 
Insulinen groBe Vorteile. 

Die Erfindung betrifTt somit intranolekular vernetzte Insuline 
der allgemeinen Fortnel I ^ ^ 



HN-Gly 



A-Kctte 



S 



S 




X 



C--0 
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worin X eine gegebenenf alls durch eine oder mehrere . O-Atoine 
Oder ITH-Gruppen interbrochene Alkylengruppe aus 2-8 
Gliedern bedeutet. 

Die neuen Insulinderivate lassen sich dadurch lierstellen, 
daB man Insulin init Dicarbonsaurederivaten oder Alkandiiso- 
cyanaten mnsetzt. 

Als Dicarbonsaurederivate kommen Di-N-Hydroxysuccinimidester, 
Di-p-Nitrophenylester, BiG-(Alko>:ycarbonyl-axLhydride) , Di- 
halogenide usw. infrage. GemaB der Bedeuttmg von X kann die 
Alkylenkette in der. Dicarbonsaurederivaten imd in den Diiso- 
cyanaten durch O-Atome odor Iffi-Gruppen unterbrochen sein. 

Die Uiisetzung wird in eiii-n: polaren Losungsnittel, insbesondere 
Dimethylformajcid, Dir.eLhjlsuiroxid oder Hexamethy.lphosphorsaure- 
triamid, in Gegcnwarr eincs tertiaren Amins wie Triathylamin 
Oder IJ-AthylTDc3^holin in hoher Verdiinnung vorgenommen. 

Die Reinigtmg erfolc- nach den in der Peptid- und Proteinchemie 
ublichen Methoden, wie zum Beispiel durch Chromatographie liber 
Sephadex ^ oder lonenaustauscher , durch tragerfreie Elektro- 
phorecc oder Gegenctrocverteilung. 

Die Insulinderivate konnen durch Endgruppenbestimmung (Dansyl- 
methode, DfrP-Mcthode , Ednannabbau) , durch Trypsinabbau und 

- 4 - 



3098, 13/1109 



SCHERING AG 

Patcntabluilung 

2200826 

oxydative Sulfitolyne cindeutiG charaktoriciert wcrden. 

Die iicuc:: Insulindorivate konnen in Form isotoniccher 
Oder hyiiotonisch er Lonuugen von etwa 40 IE Wirkstoff/ml 
als blutsuckcrcenkcndo Arzneimittel zur Behandlung des 
Diabetes angewendet wcrden. 
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Beispicl 1: 

1,004 B (175 Mol) KiuderiuGulin in 1000 ml Dimethyl- 
fcrmamid werden mit 553 y'-^l (2,52 m Mol) Triathylamin 
una 65,6 inc (210 Hoi) ^Berus Leinsaure-bis-succinimid- 
estor vci-sutzt. 

Die Reaktionslosung blcibt 15 Slunden bei Raumtemperatur 
stohen. Dann v/ird das Dims thy irormamid im Vakuum ab- 
descillioi^l , der Ruckstand p;eL';en 0,01 m Animoniumhydroxid- 
Icsunc dialysiert und anschliefiend gef riergetrocknet • 

JSC Produkt v;ird unter Verwendurig von DEAE-Sephadex in 
7 TT: Karnstof rpuf f er chr-omritori^aphiert . 

rian erhait 525 Gly -^^.-Lys ^ '-succinoyl-insulin. 
}'Bpiereleklrophorese : 

bcdinr;;unt;;cn: 2,4 m Amciseni>aui'e/4 m Harnstorr, Anlarbuug 
riit hauly-l^eagenz. ts wurden 500 ^ug aufgefcragen. Die 
Sut)Stanz v;andert alii eirihcx Lliche Bande. Ihre relative 
Wundcrungsgcschwindif.keil liegl bci 0,7^ (Insulin: 1,00). 
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Einc Loiiunf; von M\? ir.p: (?10 Mol) /.dirinnaure in 

y ml DimcLhyiro:*;..'::;i.I f.;,. ^ul (^\'c'0 liol ) 

'i'riat.hylarnin wi ru -IC-^'c: nil ^0,7 ^-ul (n?0 ^.n llol) 

Chlornnr; i r,cnr*.;iiJ j'( ^. : .-L*.; . vI'. r.:.or ver:;etr.t. 



Dio.nc I.cirauif;; wii^; l-v.i -jO'"'C '..usarrjncrij'-er'-hc.n mi t finer 
Loruun: vorj l,Gi)^ i r... ri !:su 1 i n (17:> m Ho].) in 
3000 ml nilgai.., i::.. 3 i (; /-r r. f wl i 

Triii thyla/p in. 



wird wic in heir;.... I 1 era: f o^.r ueilc:. uivl ren^.i nirt . 
Man crh:;lt ^MO ..iv ^- -j-]yr ''-adipinoyl-iniuiii n. 



Hoi r. i > i e ] 



^^,1 mp Suberoy3u:chlc:-.'i (TIO ^/j Mol) in 3 niracthyl- 
lormaiuid werden r^: : r. hirid'j lin hoi) 

in 1000 n] Di ne t hy : : o:*r.:.:L , : u:u: ] 1 , ^ 1 n*r i ;i tiivlaici n 



N/Jch cinrr iicakl: r"::. vrr. ^ ^lund.-n v;iT'ci wie in Hcinpid 
nufccarbci let unJ rnrci:::i:i . 

Man crhc.lL rnr wly ^'-/.iv:. :i L.<- :-oy I - i n:;u 1 i n . 

" 7 - 
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Beispiel ^: 2206826 
1,00^ g (175 I1cl) Ririderinsulin werdcn in 1000 ml 
Dimethylf ormainid gelost und mi t 3133 ^ul (2,32 m Ilol) 
Triathylamin und 35,5 (210 Jiol) Hexaniothylen- 
diisocyanat verse tzi. . 

Nacli 13 Stundeu bei Raumtemperatur wird wie in Beispiel 1 
auf Beax'beitet und gereinigt. 

f ^ B2^ 

Man erhalt 36^ mg Gly ^' - £-Ly£ ^-hexaniethylendi- 
carbajuoyl-insulin. 
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) Intramolekular vernetzte Insulinc dcr allgemeinen Pormel I 



HH-Gly 



0=C 



A-Zette 



S 
I 

s 



s 

I 

s 



Lys B-Ket^ 



C=0 



worm X eine gegebenenf ails durch eine ocer mehrere 
O-Atcce ocer M!-Gruppen unterbrochene Alkylengruppe aus 
2-8 Gliedern bedeutet. 



; uxy - <r -Lys '-succinoyl-inGulin. 



B29 



i^VG '"Gcipinoyl "insulin. 



; Gly ^'^-<±«Lys ^^^-subercyl-msulin. 



Gly - d-Lys 



hexamethylendicarbamoyl-insulin. 
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6. ) Blutzuckersenkendes Arzneimittel mit lang 

anhaltender Wirkung auf Basis einer Verbindung 
gemafi Anspruch 1. 

7. ) Verwendung der Insulinderivate gemafi Anspruch 1 

in einer pharmazeutischen Praparation. 

8. ) Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der 

allgemeinen Por...el I, dadurch gekennzeichnet , 
daB man Insulin mit Dicarbonsaurederivaten oder 
Alkandiisocyanaten umsetzt. 
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